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GLP-1 Receptor Agonist Exendin-4 Attenuates NR4A Orphan Nuclear 
Receptor NOR1 Expression in Vascular Smooth Muscle Cells 
GLP-1 受容体作動薬 Exendin-4 は血管平滑筋細胞における核内受容体 NOR1
の発現を抑制する 
【背景】 
糖尿病患者は高い心血管疾患のリスクをもつことが知られており 1)、薬剤溶出性ステントを
用いた冠動脈形成術施行後も高頻度にステント再狭窄が認められる 2)。糖尿病治療の目的が
ただ血糖値を低下させるのみならず、患者の QOLの維持や血管合併症を予防することであ
ることを考慮すると、血管保護作用をもつ抗糖尿病薬を見出すことは非常に重要なことで
ある。GLP-1受容体作動薬や DPP-4阻害薬といったインクレチン関連薬は、血糖降下作用
こえた臓器保護作用に注目が集まっており、心血管保護作用 3)や肝保護作用 4)などが報告さ
れている。 
我々はこれまで、GLP-1受容体作動薬である Exendin-4(Ex-4)がマクロファージの NF-κB
を阻害することで apoE-deficient マウスの粥状動脈硬化形成を抑制すること 5)や、血管傷
害術後の血管平滑筋増殖を抑制することで新生内膜形成を抑制すること 6)を報告し、Ex-4
の血糖非依存的な動脈硬化抑制作用を報告した。 
一方で、一部の Nuclear hormone receptor superfamilyは、粥腫形成や血管病変における
炎症の調節や細胞増殖における重要な転写因子として作用していることが報告されている
7)。Neuron-derived orphan receptor 1 (NOR1)はNR4Aサブファミリーに属する核内オー
ファン受容体である。NOR1はヒトの動脈硬化病変において、遊走してきた血管平滑筋細
胞に強発現しており、増殖刺激によって Extracellular signal-regulated kinase 
(ERK)-mitogen-activated protein kinase (MAPK)と cAMP-responsive element-binding 
protein (CREB) のリン酸化を介して NOR1発現が誘導される 8)。NOR1は血管平滑筋細
胞増殖に関わっており、我々はNOR1欠損マウスでは血管平滑筋細胞におけるG１-S phase 
entryを阻害することで、血管傷害術後の新生内膜形成が抑制されることを報告した 9)10)。 
しかし、血管平滑筋細胞における GLP-1受容体作動薬とNOR1発現に関する報告はされて
おらず、本研究は、Ex-4の血管保護作用とNOR1発現との関連について検討をおこなった。 
 
 
【対象と方法】 
Animals 
本研究のプロトコールは福岡大学動物実験委員会による審査と許可を得ておこなわれてい
る。6週令の 129X1/SvJマウスに通常食(20% protein, 70% carbohydrate, and 10% fat; 
D12450B, Research Diet, New Brunswick, NJ)を投与した。7週令で PBS-Control群(n=9)、
Ex-4 low-dose群(300pmol/kg/day、n=10)、Ex-4 high-dose群(24nmol/kg/day、n=10)に割
付し、浸透圧ポンプ(ALZEST, model 1004; DURECT, Cupertino, CA)を用いて持続皮下投
与を行った。8週令で大腿動脈血管傷害術を施行し、12週令で傷害血管を摘出した。 
 
Animals fed high-fat diet 
6週令の 129X1/SvJマウスに高脂肪食(20% protein, 20% carbohydrate, and 60% fat, 
D12492, Research Diet)を投与した。7週令で PBS-Control群(n=5)、Ex-4 low-dose群
(300pmol/kg/day、n=5)、Ex-4 high-dose群(24nmol/kg/day、n=5)に割付し、浸透圧ポン
プを用いて持続皮下投与を行った。8週令で大腿動脈血管傷害術を施行し、12週令で傷害
血管を摘出した。 
 
Guidewire-induced endothelial denudation injury 
マウス大腿動脈血管傷害術は既報と同様の手順でおこなった 6)9)11)。簡潔に記載すると、マ
ウスの大腿動脈を露出させ、0.25mm SilverSpeed-10 hydrophilic guidewire (Micro 
Therapeutics Inc., Irvine, CA, USA)を大腿動脈へ挿入する。4週間後にマウスは安楽死さ
せ、組織学的解析のため大腿動脈を摘出した。 
 
Tissue preparation and morphometry 
摘出したマウス大腿動脈はパラフィン処理をおこなったあとに切片を作成し、Elastica van 
Gieson染色と免疫蛍光染色に用いた。ガイドワイヤー挿入部より 0.5mmの部位の切片を、
Elastica van Gieson stain kit (ab150667, Abcam, Cambridge, UK)を用いて染色し、顕微
鏡(BZ9000; Keyence, Tokyo, Japan)で観察した。血管内膜と中膜の面積は、BZ-II  
analyzer software (Keyence, Tokyo, Japan)を用いて測定した。 
 
Immunohistochemistry 
パラフィン切片を Cy-3-conjugated α-smooth muscle actin抗体(C6198, Sigma-Aldrich)を
用いてインキュベートした。また、その連続切片を anti-NOR1抗体(HPA043360, 
Sigma-Aldrich)、anti-PCNA 抗体(sc-9857; Santa Cruz, CA)でインキュベートし、各々2
次抗体として、Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG (A21246, Life technologies)と Alexa 
Fluor 488 donkey anti-goat IgG (A11055, Life technologies)を用いた。全ての切片は DAPI
で対比染色をおこない、共焦点顕微鏡で観察した。 
 
Cell culture 
ヒト大動脈平滑筋細胞(Lonza, Allendale, NJ)は、5% fetal bovine serum(FBS)、hEGF、
insulin、hFGF-B、gentamicin/amphotericin-B (SmGM-2 SingleQuots; Lonza)を添加し
た Smooth muscle basal mediumで培養した。ラット大動脈平滑筋細胞は 10%FBS含有
D-MEMで培養した。実験では、FBS無添加培地で少なくとも 12時間培養し、PBSもし
くは Ex-4 0.1-10nMで 12時間前処置をおこない、その後 10%FBSで細胞刺激をおこなっ
た。 
 
Western blot analysis 
既報と同様の手順でおこなった 12)13)。1次抗体として次の抗体を使用した。NOR1  
(TA804872,  ORIGENE),  phospho-p44/42  MAPK (Thr202/Tyr204)  (#9101;  Cell  
Signaling),  p44/42  MAPK  (#9102;  Cell  Signaling), phospho-CREB  (Ser133)  
(#9198;  Cell  Signaling),  CREB  (#9197;  Cell  Signaling), phospho-Akt  (Ser473)  
(#4058;  Cell  Signaling),  Protein  kinase  B  (Akt)  (#9272;  Cell Signaling),  
phospho-mTOR  (Ser2448)  (#2971;  Cell  Signaling),  mTOR  (#2983;  Cell 
Signaling), p27 Kip1 (#3686; Cell Signaling), and GAPDH (sc-20357; Santa Cruz). 
 
Reverse transcription (RT) and quantitative real-time PCR 
既報と同様の手順でおこなった 12)13)。プライマーは次のものを使用した。 
human TBP,  5′-TGCTGCGGTAATCATGAGGATA-3′(forward),  
5′-TGAAGTCCAAGAACTTAGCTGGAA-3′  (reverse);   
human  NOR1,  5′-CCCCTCCAGGTTCCAGTTAT-3′(forward), 
5′-ATTTGGTACACGCAGGAAGG-3′  (reverse);   
human  Skp2,  5′-ACACTGCAAAAGCCCAGTTG-3′(forward),  
5′-TGCAGAATGAAGGCAAAGGG-3′ (reverse). 
 
Plasmids, transient transfections, and luciferase assay 
大動脈平滑筋細胞に pGL3-MMTVもしくは NOR1-LUC reporter constructを一時的に導
入し、NOR1の転写活性に関して検討をおこなった。ラット大動脈平滑筋細胞に FuGENE  
HD Transfection Reagent (Roche)を用いて reporter DNAを導入した。FBS無添加培地で
36時間培養し、PBSもしくは Ex-4 10nMで 12時間の前処置をおこない、FBS投与 12時
間後に Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega, Madison, WI, USA)を用いてルシフェ
ラーゼ活性を測定した。NOR1 promoter constructは大倉永也先生(大阪大学)よりご提供頂
いた。 
 
Cell cycle analysis using flow cytometry 
ヒト大動脈平滑筋細胞を FBS無添加培地で 36時間培養し、PBSもしくは Ex-4 10nMで
12時間前処置をおこない、FBS刺激をおこなった。Cycletest™ Plus  DNA reagent kit 
(BD Biosciences)と、BD FACSVerse (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)をもち
いて Cell cycle analysisをおこなった。データの解析には FlowJo (Tree Star, Inc., OR, 
USA)を用いた。 
 
Statistical analysis 
統計学的解析は、すべて GraphPad Prism software (version 7.0; GraphPad Software, SD, 
USA)を用いておこなった。P-value<0.05 を統計学的有意とみなした。 
 
 
【結果】 
129X1/SvJマウスに 7週令から 12週令にかけてControl(生理食塩水)、Ex-4 low-dose、Ex-4 
high-doseの投与をおこない、8週令で血管傷害術を施行し、12週令で新生内膜形成(内膜、
中膜、内膜/中膜比)を測定した。血管傷害術後の新生内膜形成はコントロール群と比し、Ex-4
投与によって濃度依存的に抑制されることが示唆された(Fig 1A、1B)が、統計学的有意差
には至らなかった。一方で、Ex-4 high-dose群では有意な体重減少がみられたが、糖尿病
モデルマウスではないため、血糖、血清インスリン濃度に差はみられなかった(Table 2)。
したがって、Ex-4による新生内膜形成は糖代謝に及ぼす作用とは独立したものであること
が示唆された。 
血管傷害術後の新生内膜は主に α-smooth muscle cell actin陽性の血管平滑筋細胞により構
成されていることを免疫蛍光染色で確認した(Fig.2A)。新生内膜と中膜の細胞数を測定した
ところ、Ex-4濃度依存的に細胞増殖の抑制がみられ、特に Ex-4 high-dose群で Control群
と比し有意な細胞増殖抑制がみられた(Fig.2B)。次に遊走した血管平滑筋細胞における
NOR1発現を調査するため、傷害血管を用いて免疫蛍光染色を施行した。Control群では新
生内膜に顕著な NOR1発現が認められたが、Ex-4投与により NOR1陽性の血管平滑筋細
胞は濃度依存的に減少がみられた(Fig.2D)。またNOR1発現低下と同様に、細胞増殖マー
カーである PCNA陽性細胞も減少がみられた(Fig.2C、2E)。これらの結果から、Ex-4は血
管平滑筋細胞におけるNOR1発現を抑制し、血管平滑筋細胞の増殖を抑制することで、血
管傷害術後の新生内膜形成を抑制していることが示唆された。 
次に、培養した血管平滑筋細胞を用いて、NOR1発現に及ぼす Ex-4の作用について研究を
おこなった。ラットやマウスの血管平滑筋細胞をもちいた既報 8 )9)と一致して、FBS非含有
の飢餓培地で培養したヒト血管平滑筋細胞ではNOR1発現は著明に抑制され、その後 FBS
刺激をおこなうと、劇的に NOR1蛋白(Fig.3A)とNOR1 mRNA(Fig.3B)の発現がみられた。
飢餓培地で培養したヒト血管平滑筋細胞に Ex-4で前処置を行った場合、FBS誘導性の
NOR1発現は蛋白、mRNAともに Ex-4濃度依存性に発現抑制がみられた(Fig.3A、3B)。
次にルシフェラーゼアッセイを用いて、Ex-4のNOR1プロモーター活性への作用を調査し
た。FBS誘導性の NOR1プロモーター活性は、Ex-4 10nM投与によって有意に抑制され
(Fig.2C)、Ex-4は NOR1プロモーター活性を抑制することで NOR1発現を抑制することが
示唆された。また、GLP-1R antagonistである Exendin 9-39(Ex9-39)と PKA inhibitorで
ある PKIによって、Ex-4による NOR1 mRNA発現抑制作用は阻害され(Fig.3D)、Ex-4の
FBS誘導性のNOR1発現抑制作用はGLP-1Rとその下流の PKA pathwayを介したもので
あることが示唆された。 
また以前の研究で、NOR1の発現には extracellular signal-regulated 
kinase-mitogen-activated protein kinase (ERK-MAPK)と cAMP-responsive 
element-binding protein (CREB)のリン酸化を介していることを見出し報告した 8)。そこで、
次に ERK-MAPKと CREBのリン酸化に及ぼう Ex-4の作用についてWestern blottingを
用いて検討をおこなった。ヒト血管平滑筋細胞にEx-4 10nMで前処置をおこなったところ、
FBS誘導性の ERK-MAPKのリン酸化は抑制され(Fig.4A)、同様に CREBのリン酸化も有
意に抑制された(Fig.4B)。また、同様に血管平滑筋細胞の増殖シグナルとしてmammalian 
target of rapamycin (mTOR)のリン酸化に対するEx-4の作用について検討をおこなったと
ころ、Ex-4の前処置により FBS誘導性のmTORリン酸化は有意に抑制された(Fig.4C)。 
NOR1は細胞周期において G1-S期を促進して血管平滑筋細胞の増殖を調整する 9)ため、ヒ
ト血管平滑筋細胞においても Ex-4が細胞周期に及ぼす作用について検討をおこなった。
FBS刺激により G1-S 期と G2/M期へ誘導されるが、Ex-4 10nMの前処置により細胞周期
進行は有意に抑制された(Fig.5A、5B)。この結果から、Ex-4は細胞周期進行を抑制するこ
とで、平滑筋増殖を抑制することが示唆された。次に、細胞周期調節因子に及ぼす Ex-4作
用について検討をおこなった。細胞周期を負に制御する p27 Kipは FBS刺激により分解さ
れ細胞周期進行がおこるが、Ex-4前処置により分解抑制がみられ(Fig.5C)、そのユビキチ
ンリガーゼであるS-phase kinase-associated protein 2 (SKP2)のFBS誘導性の遺伝子発現
は、Ex-4前処置により有意に抑制がみられた(Fig.5D) 
Ex-4は 2型糖尿病の治療に用いられる薬剤であるため、次に高脂肪食を負荷したインスリ
ン抵抗性主体の 2型糖尿病モデルマウスにおいて、Ex-4が血管傷害術後の新生内膜形成を
抑制するか検討をおこなった。血管傷害術後の新生内膜形成はコントロール群と比し、Ex-4
投与によって濃度依存的に抑制されることが示唆された(Fig .6B)が、統計学的有意差には
至らなかった。一方で、体重、血糖は Ex-4の濃度依存性に低下がみられ(Table.5)、Ex-4
による糖代謝への作用と考えられた。非糖尿病モデルマウスを用いた際と同様に、新生内
膜は α-smooth muscle cell actin陽性の血管平滑筋細胞を主体に構成されており(Fig.7A)、
内膜と中膜の細胞数を測定したところ、有意差には至らなかったが Ex-4濃度依存的に細胞
増殖の抑制がみられた(Fig.7B)。更に新生内膜におけるNOR1、PCNA発現について検討
したところ、NOR1陽性細胞、PCNA陽性細胞はEx-4濃度依存性に減少がみられた(Fig.7D、
7E)。これらの結果から、糖尿病モデルマウスにおいても Ex-4は血管平滑筋細胞における
NOR1発現を抑制し、血管平滑筋細胞の増殖を抑制することが示唆された。 
 
 
【考察】 
本研究は GLP-1Rアゴニストである Ex-4が、血管傷害術後の新生内膜形成と血管平滑筋細
胞増殖を抑制し、それはNOR1発現の抑制が関与していることを示唆するものである。更
に、Ex-4は FBS誘導性の Skp2遺伝子発現を抑制することで細胞周期進行を阻害し、平滑
筋細胞増殖を抑制することが明らかとなった。我々が以前報告したように 8)9)、近年インク
レチン関連薬の直接的な血管保護作用が注目されている。その他の研究機関からも GLP-1
を含むインクレチン関連薬の血糖降下作用とは独立した抗動脈硬化作用や血管保護作用が
報告されている 14)15)。また、近年では基礎研究のみならずヒト 2型糖尿病患者を対象とし
た大規模臨床試験でも、GLP-1の血管保護作用が報告されている 16)17)。血管平滑筋細胞の
増殖は初期の動脈硬化形成のみならず、血管形成術後の血管再狭窄にも寄与している。ま
た、糖尿病状態では血管平滑筋細胞増殖が亢進していることが報告されている 18)。従って、
血管平滑筋細胞の増殖を抑制しうる抗糖尿病薬を用いることは、2型糖尿病患者にとって有
益であると考えられる。血管を構成する細胞において、平滑筋細胞では GLP-1Rが豊富に
発現 6) 15)しており、GLP-1による血管保護作用の重要なターゲットである。GLP-1が血管
平滑筋細胞増殖を抑制するメカニズムとして、RAS-related C3 botulinus toxin substrate 1 
(Rac1)の活性化阻害 19)、小胞体-ミトコンドリアカップリングの増強 20)や、アディポネクチ
ンがインクレチン関連薬の分子学的ターゲットであること 21)22)が報告されているが、本研
究では血管平滑筋細胞におけるGLP-1によるNOR1発現抑制という新しい機序を見出した。 
NOR1は血管平滑筋増殖を調節する核内オーファン受容体である 23)。近年の研究では血管
平滑筋細胞における NOR1発現は後成的修飾 24)やmicroRNA-63825)により調節されている
ことが報告されている。NOR1発現を調節する機序については報告されているが、降圧薬や
抗糖尿病薬などの臨床で用いられる治療薬によって、血管平滑筋細胞における NOR1発現
へ作用するかについてはこれまで報告がなされていない。本研究は抗糖尿病薬である
GLP-1Rアゴニストが血管平滑筋細胞における NOR1発現を減弱したという初の報告である。
本研究でもちいた Ex-4は、臨床の場ではエキセナチドとして用いることができる。エキセ
ナチドを用いた大規模臨床試験(EXSCEL study)では、プラセボと比較して優位性を示すこと
はできなかった、同じ GLP-1Rアゴニストであるリラグルチドをもちいた大規模臨床試験
(LEADER trial)と比較して、試験期間が短く開始時の HbA1cが高値であったことが指摘され
ている。本研究の結果から、Ex-4の臨床的な心血管への保護的作用についても期待される
が、更なる臨床研究と基礎研究が必要であると考える。 
 
 
【結語】 
Ex-4は NOR1発現と Skp2発現を抑制することで、血管傷害術後の新生内膜形成や、血管
平滑筋細胞の増殖を抑制することが示唆された。更に、血管平滑筋細胞において、Ex-4投
与によって ERK-MAPKのリン酸化や CREBのリン酸化は抑制され、細胞分裂における
G1-S phase entryを抑制することが示された。インクレチン関連薬によるNOR1発現抑制
は、糖尿病患者における心血管イベント抑制や動脈硬化進展抑制のために重要な役割をも
つ可能性が示唆された。 
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